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RESUMO 
 
O receptor das lipoproteínas de baixa densidade (LDLR) é uma glicoproteína 
membranar que liga e internaliza colesterol associado às LDL. Mutações no gene LDLR 
cusam hipercolesterolemia familiar (FH), que resulta num catabolismo deficiente das LDL 
e elevação do colesterol, que se acumula nos tendões e artérias levando ao 
desenvolvimento prematuro de aterosclerose e doença cardiovascular. 
Foram estudadas 6 mutações missense no LDLR encontradas no decorrer do 
“Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar”, responsáveis pelas variantes 
G248R, V408L, W469R, S627P, P664S e V838M desta proteína, de forma a avaliar a sua 
patogenicidade. 
As diferentes variantes do LDLR foram obtidas por mutagénese dirigida e expressas 
em células CHO-ldlA7, sem expressão endógena do LDLR. Para analisar o efeito destas 
alterações, foram determinadas as taxas de uptake (ligação e internalização) e 
degradação de 125I-LDL e analisados os níveis de LDLR à superfície das células 
transfectadas, por imunocitoquímica. 
Todas as variantes do LDLR produziam a proteína madura, à excepção da W469R 
que acumulava a forma precursora do receptor. As células que expressavam as 
construções W469R e V408L apresentaram níveis muito baixos de actividade do LDLR e 
níveis de proteína à superfície igualmente reduzidos. A variante G248R apresentava 
cerca de 40% da actividade normal do receptor das LDL, com níveis normais de proteína 
à superfície. As variantes S627P e P664S mostraram reter ~40% e 60% de actividade, 
respectivamente. A variante V838M mostrou uma actividade comparável à do LDLR 
normal.  
Os resultados obtidos sugerem que a alteração V838M será uma variante silenciosa 
(polimorfismo) e as restantes 5 alterações serão a mutação causadora de doença em 
indivíduos portadores das mesmas. O fenótipo do caso-índex com a mutação V408L não 
está em concordância  com a severidade do efeito desta mutação na actividade do LDLR, 
sugerindo a modulação do fenótipo por outros factores genéticos e/ou ambientais.  
 
 
Palavras Chave: LDLR, mutações, Hipercolesterolemia familiar, estudos funcionais, 
patogenicidade  
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ABSTRACT 
 
The low density lipoprotein receptor (LDLR) is a surface glycoprotein that mediates 
binding and uptake of cholesterol-rich lipoproteins from plasma, in particular LDL. 
Mutations in the LDLR gene cause familial hypercholesterolaemia (FH), which results in 
defective catabolism of LDL leading to premature atherosclerosis and coronary heart 
disease (CHD). 
Six missense mutations found in the LDLR gene during the “Portuguese FH Study”, 
responsible for protein variants G248R, V408L, W469R, S627P, P664S and V838M, were 
studied in order to assess their pathogenicity.   
The different LDLR mutants were generated by site-directed mutagenesis and 
expressed in CHO–ldlA7 cells lacking endogenous expression of LDLR. To determine the 
effects of mutations on LDLR function we measured saturable binding plus internalization 
and degradation of 125I-labelled LDL at 37ºC and mature LDLR at cell surface by 
immunocytochemistry.   
All mutant constructs resulted in production of a detectable mature protein in CHO-A7 
cells, except variant W469R which accumulated the precursor form. Variants W469R and 
V408L were severely impaired in their ability to mediate uptake and degradation of 125I-
LDL and showed reduced amounts of LDLR at cell surface. Variant G248R showed 
reduced LDLR activity (~40% of normal LDLR) despite normal levels of LDLR at cell 
surface. Variant S627P retained ~40% and variant P664S ~60% of normal LDLR activity. 
V838M cells showed essentially the same activity as cells expressing wild-type LDLR.   
Results suggest that five of the variants studied are the mutations causing disease in 
patients carrying those alterations and V838M is a rare non-pathogenic variant. The 
severe effect that the V408L mutation has in LDLR function does not correlate with the 
phenotype of the patient, suggesting other genetic or/ and environmental factors may be 
involved in phenotype modulation. 
 
 
Key Words: LDLR, mutations, Familial hypercholesterolaemia, functional studies, 
pathogenicity 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Nos animais, os lípidos assumem um papel multifuncional de grande importância. O 
colesterol e os ácidos gordos desempenham funções essenciais a nível da fluidez das 
membranas e armazenamento de energia, para além de actuarem como moléculas 
sinalizadoras e precursoras de outras moléculas. O colesterol, em particular, é um 
componente importante das membranas celulares e bainhas de mielina, precursor de 
hormonas esteróides, vitamina D3 e ácidos biliares, sendo um dos lípidos com maior 
relevância clínica (Rifai et al, 1999).  
 
1.1 Lipoproteínas 
 
1.1.1 Classificação, estrutura e função das lipoproteínas 
 
Os lípidos presentes no organismo requerem transporte para outros tecidos para que 
desempenhem o seu papel no metabolismo celular. Porém, devido à sua hidrofobicidade, 
estes têm que ser transportados no plasma em complexos macromoleculares designados 
lipoproteínas, juntamente com outros compostos lipofílicos. Estas lipoproteínas, partículas 
de forma esférica sintetizadas a nível do fígado e intestino, apresentam uma região central 
de lípidos não polares (triglicéridos e ésteres de colesterol) revestida por uma monocamada 
de lípidos polares (fosfolípidos e colesterol livre), contendo uma ou mais apolipoproteínas 
(apo) específicas na superfície (Figura 1.1) (Havel et al, 1995; Rifai et al, 1999). 
 
 
     
Triglicéridos e Ésteres de Colesterol 
 
 
     Apolipoproteínas                
                          
 
 
                                                    Fosfolípidos 
 
Figura 1.1 – Organização estrutural e composição de uma lipoproteína. (Adaptado de 
http://www.peprotechec.com/content/focusarticles.htm?id=75) 
 
As várias lipoproteínas variam significativamente em tamanho, densidade e composição, 
o que permite a sua classificação em seis classes distintas (Anexo I). A densidade destas 
partículas varia em relação inversa com o seu tamanho, em consequência dos níveis de 
lípidos não polares de baixa densidade presentes no centro e das proteínas presentes na 
superfície. Assim, as lipoproteínas são divididas em quilomicras, lipoproteínas de muito 
Colesterol livre 
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baixa densidade (VLDL, very low density lipoproteins), lipoproteínas de densidade 
intermédia (IDL, intermediate density lipoproteins), lipoproteínas de baixa densidade (LDL, 
low density lipoproteins), lipoproteínas de alta densidade (HDL, high density lipoproteins) e a 
Lipoproteína (a) [Lp(a)] (Havel et al, 1995; Rifai et al, 1999). 
A componente proteica das lipoproteínas assume diferentes funções: solubiliza os lípidos 
hidrofóbicos, conferindo integridade estrutural às partículas, actua como co-activador de 
várias enzimas intervenientes no metabolismo lipídico e funciona como ligando de 
receptores na superfície celular (Feher e Richmond, 1997).  
As partículas de LDL são as lipoproteínas mais ricas em colesterol e o aumento dos 
níveis de colesterol associado às LDL (LDL-c) constitui um dos principais factores de risco 
para a aterosclerose e doença cardiovascular (DCV) (Rifai et al, 1999). 
 
1.2 Metabolismo lipídico 
 
Na célula, a homeostase dos níveis de colesterol é fortemente regulada e está 
dependente do controlo da síntese endógena, da secreção de lipoproteínas transportadoras 
de colesterol e da actividade de receptores das lipoproteínas que as removem do plasma 
(Rifai et al, 1999).  
 
1.2.1  Vias do metabolismo lipídico 
 
O metabolismo das lipoproteínas, que inclui o transporte, uptake e remoção do colesterol 
em excesso a nível celular, pode ser, de uma forma bastante simplificada, dividido em 
quatro vias: via exógena, via endógena, via do transporte reverso do colesterol e a via do 
receptor das LDL (Rifai et al, 1999). Apesar de apresentadas aqui como vias distintas, 
constituem um processo complexo em que todas as vias interactuam para manter a 
homeostase dos níveis de colesterol.  
Na via exógena, o colesterol esterificado contido nos alimentos é absorvido pelas células 
do lúmen intestinal e vai integrar as partículas nascentes de quilomicras. Nas células 
endoteliais, os triglicéridos das quilomicras são hidrolisados em ácidos gordos e usados no 
metabolismo energético ou armazenados. As quilomicras remanescentes são internalizadas 
através de um receptor específico para formas remanescentes, a nível do fígado, e 
degradadas nos lisossomas (Figura 1.2). Parte do colesterol vai permanecer nas partículas 
internalizadas e a outra fracção vai desempenhar várias funções: 1) ser direccionado para a 
síntese de ácidos biliares, integrar novas partículas de lipoproteínas em formação ou ser 
armazenado sob a forma de ésteres de colesterol; e 2) regular negativamente a enzima-
  
12 
chave da síntese endógena de colesterol, HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 
A) redutase (Rifai et al, 1999). 
Na via endógena ocorre biossíntese de triglicéridos e de colesterol a nível do fígado. Os 
hepatócitos têm a capacidade de sintetizar triglicéridos a partir de ácidos gordos e 
carbohidratos disponíveis na célula. A partir de moléculas simples, a célula consegue 
também sintetizar colesterol, por aumento da actividade da HMG-CoA redutase, enzima 
limitante da biossíntese de colesterol nas células. Estes lípidos vão ser utilizados na 
formação de VLDL, que são secretadas pelo figado para o plasma. As VLDL são 
lipoproteínas que contêm, entre outras, apolipoproteínas E e B. Estas partículas vão ser 
hidrolisadas pela enzima LPL (Lipoprotein Lipase) e formam-se VLDL remanescentes, 
internalizadas para degradação no fígado pelos receptores de remanescentes na superfície 
dos hepatócitos ou convertidas em IDL, que também contêm apoE e apoB. No final deste 
processo de sucessivas hidrólises, com troca do conteúdo original de triglicéridos por 
ésteres de colesterol, formam-se as LDL que possuem uma única molécula de apoB-100 por 
partícula (Figura 1.2). As LDL vão ser ligadas e internalizadas por um receptor específico a 
nível do fígado, através da via do receptor das LDL (Goldstein et al, 1995; Rifai et al, 1999).  
O colesterol em excesso nos tecidos periféricos pode ser transportado de volta para o 
fígado pelas HDL, secretadas a nível do fígado e intestino, na via do transporte reverso do 
colesterol. Esta via permite fazer o retorno do colesterol celular contido nas outras 
lipoproteínas para o fígado para ser reutilizado ou excretado (Figura 1.2) (Havel et al; 1995; 
Rifai et al, 1999).  
 
1.2.1.1   Via do receptor das LDL 
 
As LDL são removidas do plasma por intermédio de uma glicoproteína de superfície 
específica, o receptor das LDL (LDLR, low density lipoprotein receptor) (Figura 1.3). O LDLR 
tem a capacidade de reconhecer dois ligandos: a apoB e a apoE, o que faz com que este 
receptor consiga remover de circulação as LDL, as VLDL e as IDL (Goldstein et al, 1995).  
Na membrana celular, os receptores das LDL localizam-se preferencialmente em coated 
pits, regiões especializadas da membrana cobertas por claterina na superfície interior. 
Quando se liga uma partícula de LDL ao receptor, por reconhecimento da apoB-100 na sua 
superfície, a claterina polimeriza e forma invaginações na membrana que posteriormente se 
libertam e originam vesículas revestidas de claterina com os complexos LDLR–LDL no seu 
interior (Goldstein et al, 1995). Para que ocorra internalização do LDLR é necessária, na 
maioria dos tecidos, uma proteína adaptadora que se liga à cauda citoplasmática do 
receptor, a LDLRAP1 (LDL receptor adaptor protein 1) (Norman et al, 1999).  
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Figura 1.2 – Representação esquemática das vias do metabolismo das lipoproteínas 
presentes no plasma sanguíneo. 
 
Inicialmente essa proteína foi designada ARH (autosomal recessive 
hypercholesterolaemia) porque mutações no seu gene são responsáveis por uma forma 
recessiva de hipercolesterolemia familiar (Eden et al, 2002; Garcia et al, 2001). As vesículas 
de claterina que transportam os complexos LDLR–ligando vão fundir-se no citoplasma e 
formar endossomas onde, por diminuição do pH para 6,5 pela acção de bombas de protões 
(H+-ATPases), o receptor se vai dissociar das partículas de LDL (Davis et al, 1987). O 
receptor é direccionado para vesículas de reciclagem, que fazem o seu retorno à membrana 
celular para realizar novo ciclo e as partículas de LDL vão ser degradadas a nível dos 
lisossomas. Da degradação das LDL resultam aminoácidos, por hidrólise da apoB-100, e 
colesterol livre que pode ser encaminhado para a formação de membranas, hormonas 
esteróides e ácidos biliares (Gillian-Daniel et al, 2002).  
Cada ciclo de actividade do LDLR tem a duração aproximada de 10 minutos, ocorrendo 
internalização e reciclagem mesmo na ausência de ligando (Goldstein et al, 1995).  
Com o aumento da concentração de colesterol nas células, torna-se necessário regular 
todos processos que levam à formação de colesterol livre. Desta forma, o excesso de 
colesterol intracelular vai induzir: 1) diminuição da síntese endógena de colesterol por 
inibição da HMG-CoA redutase; 2) aumento da taxa de esterificação de colesterol a nível 
intracelular pela enzima ACAT (acyl-CoA:cholesterol acyltransferase); e 3) inibição da 
expressão do gene que codifica o LDLR, através de elementos de resposta a esteróis (SRE, 
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Sterol Regulatory Element) localizados a montante do gene e que são especificamente 
reconhecidos pelas SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Proteins) (Brown e 
Goldstein, 1997; Rifai et al, 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Figura 1.3 – Ciclo celular do receptor das LDL. Os complexos LDLR–LDL são internalizados 
por endocitose em vesículas de claterina. A nível do lisossoma ocorre hidrólise com 
formação de colesterol livre e aminoácidos e o LDLR volta para a superfície da membrana 
em vesículas de reciclagem. Adaptado de Goldstein et al, 1995.  
 
1.3 Hipercolesterolemia familiar 
 
A hipercolesterolemia familiar (FH) (OMIM 143890) é uma doença monogénica 
autossómica dominante causada, na maioria dos casos, por mutações no gene do receptor 
das LDL, que afecta o metabolismo do colesterol e coloca os indivíduos afectados em 
elevado risco de DCV prematura (Goldstein et al, 1995). 
A FH apresenta uma frequência de aproximadamente 1/500 na forma heterozigótica 
para a maioria das populações, enquanto que a forma homozigótica é rara (≤ 1/106) 
(Goldstein et al, 1995). Assim, estima-se que cerca de 20000 Portugueses sejam afectados 
pela forma heterozigótica da FH, embora a maioria dos casos não estejam diagnosticados 
(Bourbon et al, 2007). Esta doença é relativamente comum e está associada a um elevado 
risco de DCV prematura mas é facilmente tratável, preenchendo dessa forma os requisitos 
LDL 
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da Organização Mundial de Saúde (OMS) para serem realizados rastreios em larga escala 
(WHO, 1999).  
A identificação precoce de indivíduos afectados com FH permite a implementação de 
terapêutica adequada para reduzir os níveis de colesterol e, consequentemente, a 
morbilidade e mortalidade associadas à doença, sendo o risco de DCV de indivíduos com 
FH, não tratados, 100 vezes superior em relação à população geral (Yuan et al, 2006). 
 
1.3.1 Caracterização clínica da FH 
 
Clinicamente, a FH caracteriza-se por um aumento do colesterol total, em grande parte 
devido aos níveis de LDL-colesterol (LDL-c), tipicamente acima do percentil 95 para a idade 
e sexo. Estes níveis elevados de LDL-c originam xantomas e ateromas (deposições de 
colesterol nos tecidos periféricos e tendões) e o desenvolvimento prematuro e acelerado de 
aterosclerose (Goldstein et al, 1995).   
Nos heterozigotos para a FH os níveis de LDL-c são, normalmente, 2-3 vezes superiores 
aos de indivíduos normais (350 mg/mL), enquanto que os homozigotos têm uma 
hipercolesterolemia muito severa, com valores 3-5 vezes aumentados (600-1200 mg/mL) 
(Goldstein et al, 1995). Contudo, ainda não foram estabelecidos critérios absolutos para o 
diagnóstico clínico de FH, devido à elevada variabilidade de fenótipos dos indivíduos com 
FH, causada provavelmente por modulação através de factores ambientais e outros factores 
genéticos (Soutar e Naumova, 2007).  
O diagnóstico da FH, que é feito em Portugal de acordo com os critérios clínicos 
adaptados do “Simon Broome Heart Research Trust” (Scientific Steering Committee on 
behalf of the Simon Broome Register Group, 1991) (Anexo II), deverá sempre ser 
confirmado geneticamente, com a identificação da mutação e realização de estudos 
funcionais para determinação do seu efeito na proteína. Para além de estabelecer uma 
relação causal com a hipercolesterolemia, o conhecimento do tipo de alteração, em que 
gene se localiza e qual o seu efeito permite uma intervenção terapêutica adequada ao 
fenótipo do doente, eficaz na redução do risco cardiovascular.  
 
1.3.2 LDLR: gene  proteína 
 
O gene do receptor das LDL, localizado no cromossoma 19 (19p13.2 – 19p13.3), tem 
aproximadamente 45 kilobases (kb) e compreende 18 exões [Figura 1.4 (A)]. O RNA 
mensageiro (mRNA) transcrito a partir deste gene tem 5,3 kb, dos quais aproximadamente 
metade correspondem a uma extensa região 3’ não traduzida (UTR) do exão 18 (Goldstein 
et al, 1995). Da tradução do mRNA do LDLR resulta um polipéptido com 860 aminoácidos. A 
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região a montante do gene LDLR contém as sequências reguladoras em cis que actuam no 
controlo da expressão do gene. Na região que contém os 200 pares de bases (pb) que 
antecedem o codão de iniciação da tradução encontram-se três repetições directas 
imperfeitas, em que duas das repetições interactuam com o factor de transcrição Sp1 para 
promover a transcrição e outra contém um local de regulação condicional positiva por 
esteróis (SRE, sterol regulatory element); as TATA boxes e um cluster de locais de iniciação 
do mRNA (Figura 1.5) (Goldstein et al, 1995; Sato e Takano, 1995). 
 
 
A) 
 
 
B)         
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 – Representação do gene (A) e proteína (B) do receptor das LDL. Os 18 exões 
do gene LDLR codificam cinco domínios funcionais da proteína madura, que possui 839 
aminoácidos. •, resíduos de cisteína. (Adaptado de Goldstein et al, 1995) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5 – Região promotora do gene LDLR. Localização das sequências reguladoras da 
expressão do gene LDLR, na região 5’ a montante do gene. 
 +, sequências necessárias à transcrição do gene na ausência de esteróis, reconhecidas pelo factor de 
transcrição Sp1.  
 
Na Figura 1.4 encontram-se representados o gene e os domínios da proteína do LDLR.  
O exão 1 codifica uma região 5’ UTR, o péptido sinal, de 21 aminoácidos hidrofóbicos. 
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Esta sequência é excisada durante a translocação da proteína para o retículo 
endoplasmático (RE) no processo de maturação, ficando no final com 839 aminoácidos.  
Os exões 2 a 6 codificam 292 aminoácidos do domínio de ligação ao ligando, que possui 
sete repetições imperfeitas de 40 aminoácidos (repetições I a VII). Por análise mutacional 
verificou-se que nem todas as repetições são essenciais para a correcta ligação do LDLR, 
havendo uma contribuição individual de cada repetição para a capacidade de ligação (Esser 
et al, 1988; Goldstein et al, 1995). Os exões 7 a 14 codificam uma sequência de 400 
aminoácidos que tem homologia com o precursor do factor de crescimento da epiderme 
(EGF, epidermal growth factor) humano, que é constituída por três repetições, A, B e C ricas 
em cisteína, intercaladas por uma sequência que contém um motivo conservado Tyr-Trp-
Thr-Asp (YWTD) . Este domínio é essencial para posicionar o LDLR na superfície de modo a 
ligar-se ao ligando e para a dissociação das lipoproteínas do receptor a nível dos 
endossomas a pH baixo (Davis et al, 1987). O exão 15 codifica um domínio com 58 
aminoácidos, rico em serinas e treoninas que sofrem glicosilação. Este domínio tem função 
desconhecida, possivelmente apenas espaçadora (Davis et al, 1986). O exão 16 e a 
extremidade 5’ do exão 17 codificam os 22 aminoácidos do domínio transmembranar do 
receptor das LDL. A restante sequência do exão 17 e a região 5’ do exão 18 codificam o 
domínio citoplasmático de 50 aminoácidos, necessário para a localização do LDLR nas 
vesículas revestidas de claterina e para a endocitose do receptor através de um motivo 
conservado, Asp-Pro-Val-Tyr (NPVY) contido nesta cauda citoplasmática (Davis et al, 1986; 
Goldstein et al, 1995).  
O LDLR é maioritariamente expresso a nível do fígado, embora também seja expresso 
em células dos tecidos periféricos. Esta proteína é inicialmente sintetizada sob a forma de 
um precursor com um peso molecular aparente de 120 kilo Dalton (kDa), que posteriormente 
migra para o aparelho de Golgi onde sofre glicosilação extensa, atingindo a forma madura 
com 160 kDa (Hobbs et al, 1992).  
 
1.3.3 Caracterização molecular da FH 
 
A grande maioria das mutações causadoras de FH são encontradas no gene LDLR. 
Porém, mutações noutros genes, como os genes APOB e PCSK9 (proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 9) causam um fenótipo idêntico e foram já descritas em várias 
populações, incluindo a Portuguesa, mas são consideravelmente mais raras (Bourbon et al, 
2007; Goldstein et al, 1995).  
Mutações no  gene APOB levam  à produção de uma apoB com menor capacidade de 
ligação ao LDLR e consequentemente ao aumento dos valores de LDL-c em circulação no 
plasma. Na maioria dos indivíduos afectados com FH causada por mutações no gene 
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APOB, a mutação encontrada é a Arg3500Gln, que afecta o domínio de ligação da proteína 
ao LDLR (Innerarity et al, 1987; Myant, 1993).  
O gene PCSK9, que pertence à subfamília de proteinases K, uma família de subtilases, 
apenas recentemente foi associado à hipercolesterolemia familiar (Abifadel et al, 2003) e o 
facto de ser um gene de expressão regulada por esteróis apoia o seu envolvimento no 
metabolismo do colesterol (Horton et al, 2003; Maxwell et al, 2003). Mutações neste gene 
causam um fenótipo muito agressivo de FH, mas os mecanismos pelos quais estas 
mutações causam hipercolesterolemia ainda não estão bem elucidados. Para além de 
mutações associadas a hipercolesterolemia, foram encontradas mutações de perda de 
função no PCSK9 responsáveis por níveis demasiado baixos de LDL-c e elevada protecção 
contra DCV prematura, que posteriormente revelaram diminuir os níveis de proteína LDLR 
no fígado de ratos transgénicos (Cohen et al, 2006; Park et al, 2004). O principal local de 
ligação da proteína PCSK9 ao LDLR parece residir na primeira repetição do domínio de 
homologia do precursor do EGF (Zhang et al, 2007). De acordo com estas descobertas, a 
função actualmente atribuída à proteína PCSK9 é a de estimular a degradação do LDLR em 
compartimentos acídicos subcelulares, provavelmente endossomas/lisossomas, de forma 
independente da sua actividade proteolítica (Poirier et al, 2007).  
O cDNA do receptor das LDL foi pela primeira vez clonado em 1985 (Sudhof et al, 1985). 
Desde o isolamento e caracterização do LDLR, mais de 1000 mutações foram já descritas e 
publicadas na base de dados de FH (www.ucl.ac.uk/ldlr), apesar de apenas um número 
muito reduzido ter sido caracterizada funcionalmente. Esta rápida e generalizada 
identificação de mutações nos genes só foi possível com recurso a tecnologias dependentes 
da amplificação de DNA por PCR (polymerase chain reaction) (Mullis et al, 1986).  
Vários tipos de mutações no LDLR foram já descritos em doentes com FH, incluindo 
grandes rearranjos, codões stop prematuros, substituições de um único aminoácido 
(missense), mutações na região do promotor e mutações que afectam o splicing do pré-
mRNA. Estas diferentes mutações distribuem-se ao longo de todo o gene e, dependendo da 
sua localização, têm diferentes efeitos no LDLR. Inicialmente, as mutações detctadas foram 
agrupadas em cinco classes, mediante o efeito na expressão do LDLR e actividade da 
proteína: mutantes de ligação ao ligando; mutantes de transporte do LDLR para a superfície 
celular; mutantes de internalização; mutantes de reciclagem do LDLR; e mutantes nulos 
(não produzem proteína detectável) (Hobbs et al, 1990). 
Segundo Cotton (Cotton et al, 1998), uma alteração pode ser considerada patogénica 
quando satisfaz os seguintes critérios: ausência da variante num grande número de 
indivíduos (>100) normalipidémicos; co-segregação da alteração com a hipercolesterolemia 
na família; conservação do aminoácido afectado no LDLR de várias espécies; e natureza da 
substituição do aminoácido afectado. Alguns tipos de mutações identificadas no LDLR não 
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colocam dúvidas em relação à sua patogenicidade, como é o caso dos grandes rearranjos 
(duplicações e deleções), mutações nonsense, com introdução de um codão stop prematuro 
que geram uma proteína truncada, e mutações frameshift, causadas por pequenas deleções 
ou inserções, que geram codões stop prematuros. Relativamente a mutações putativas que 
afectam o splicing e mutações pontuais com substituição de um aminoácido, torna-se mais 
difícil inferir sobre a sua patogenicidade. A maioria das alterações detectadas no gene do 
LDLR que levam à substituição de um único aminoácido tem um efeito deletério na 
actividade do receptor. Porém, foi já provado não serem patogénicas várias alterações que 
haviam anteriormente sido consideradas causadoras de FH (Lombardi et al, 1997; Naumova 
et al, 2004).  
Dois tipos de ensaios foram, ao longo dos anos, utilizados para estudar o efeito das 
mutações no LDLR de doentes com FH. O primeiro baseia-se na determinação dos níveis 
de uptake (ligação e internalização) e degradação de LDL marcado radioactivamente com 
125I na porção proteica do LDL e era inicialmente realizado em fibroblastos ou linfoblastos de 
doentes (Brown e Goldstein, 1976; Sun et al, 1997). Através deste método foi possível 
determinar que mutações em diferentes regiões do gene LDLR afectavam diferentes fases 
do ciclo do receptor. O segundo método foi desenvolvido mais recentemente e recorre a 
citometria de fluxo para determinar a taxa de uptake de LDL marcado com 3,3’-
dioctadecylindocarbocyanine (DiI), um fluoróforo lipofílico, ou com recurso a anticorpos 
específicos para o LDLR, marcados secundariamente com fluorescência, para avaliar os 
níveis de expressão do receptor à superfície (Jensen et al, 1994), podendo assim ser 
analisada a expressão também por microscopia de fluorescência. Este método já 
demonstrou ser bastante fiável para caracterizar mutações identificadas no receptor das 
LDL (Raungaard et al, 1998, 1999). Apesar da utilidade destes estudos, ao serem realizados 
com células de doentes, não podem garantir que não ocorra interferência de outros factores 
genéticos na modulação do efeito das mutações, para além de haver interferência do alelo 
normal no caso de estudos realizados com células de doentes heterozigóticos. Para 
ultrapassar esse problema, desenvolveram-se sistemas heterólogos de expressão in vitro, 
que permitem o estudo do efeito de um alelo mutado na função do LDLR, sem interferência 
do alelo normal ou de combinações de factores genéticos do doente.  
 
1.3.4  FH, Aterosclerose e Doenças cardiovasculares 
 
As DCV são a principal causa de morte na maioria dos países ocidentais. As DCVs têm 
etiologia e patofisiologia complexas, resultantes da combinação de factores ambientais 
(tabaco, sedentarismo, hábitos alimentares nocivos, stress) e genéticos. A contribuição do 
genótipo no desenvolvimento de DCV será entre 20% a 60%, mas nos indivíduos que têm 
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DCV prematura, os factores genéticos, como na FH, desempenham um papel muito mais 
relevante (Chaer et al, 2004).  
A doença coronária (DC) surge na maioria dos casos devido à aterosclerose. Uma das 
hipóteses para a iniciação do processo aterosclerótico considera a acumulação de lípidos o 
evento iniciador da lesão no endotélio. O processo é desencadeado por deposição de     
LDL-c, que oxida (oxLDL-c) e induz uma resposta inflamatória, com recrutamento de 
macrófagos para o tecido subendotelial, formando-se lesões microscópicas denominadas 
estrias gordas. Este acontecimento desencadeia uma série de mecanismos que levam ao 
desenvolvimento da placa aterosclerótica com progressivo enrijecimento, espessamento e 
estreitamento do canal arterial. Num estado avançado da aterosclerose, a circulação é 
interrompida e ocorre isquémia do tecido coronário (Berman et al, 2002; Frink, 2002). Esta é 
a causa mais comum de enfarte do miocárdio (EM). A FH, devido aos elevados níveis de 
LDL-c em circulação nos indivíduos afectados desde a nascença e à elevada frequência da 
doença na população, é uma das principais patologias genéticas associada à DCV precoce.  
 
1.4 Objectivos 
 
Desde 1999, tem-se desenvolvido no Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge o 
“Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar” (EPFH, http://www.spc.pt/hgs) (Bourbon 
e Rato, 2006). O EPFH tem como objectivo o estudo epidemiológico da FH em Portugal, 
bem como a caracterização clínica e molecular dos doentes. No decorrer deste estudo 
foram já analisados mais de 600 indivíduos com e sem diagnóstico clínico de FH, resultando 
na identificação de 56 mutações no gene LDLR entre as quais 25 não descritas 
anteriormente (Bourbon et al, 2007).  
O objectivo do projecto de mestrado centrou-se na realização de estudos funcionais 
envolvendo algumas das mutações pontuais identificadas nos doentes Portugueses com 
FH, de forma a elucidar a patogenicidade dessas alterações. As principais finalidades deste 
projecto são: 
- determinar o efeito das variantes do gene LDLR na sua expressão, e na estrutura e 
actividade do receptor das LDL 
- conhecer qual a fase do ciclo do LDLR afectada por uma variantes específica 
- verificar/estabelecer a relação genótipo-fenótipo dos doentes portadores das variantes 
em estudo.  
O conhecimento da causa genética da hipercolesterolemia e da relação entre o genótipo 
e o fenótipo do doente permite aos clinicos fundamentar a aplicação de terapias mais 
agressivas para redução dos níveis de colesterol e redução efectiva do risco cardiovascular 
destes doentes e, consequentemente da morbilidade e mortalidade associadas.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Produção de mutantes do gene LDLR 
2.1.1 Mutagénese dirigida  
Para fazer a expressão das diferentes mutações em estudo no gene LDLR, foi utilizado o 
vector plasmídico pcDNA3 tendo a sequência completa do cDNA do gene LDLR (pcDNA3-
LDLR) (oferta Prof. Anne Soutar). As diferentes variantes em estudo (G248R, V408L, 
W469R, S627P, P664S, V838M), foram obtidas por mutagénese dirigida in vitro baseada em 
PCR, utilizando primers mutagénicos específicos (Tabela 2.1) e o kit QuikChange XL 
mutagenesis (Stratagene). Em cada reacção de PCR, foram adicionados entre 50 e 100 ng 
de DNA plasmídico do molde pcDNA3-LDLR em cadeia dupla a uma mistura de 5µL de 
tampão de reacção 10x, 125 ng de primers mutagénicos específicos, directo e reverso, 1 µL 
da mistura de desoxirribonucleótidos (dNTPs) fornecida e H2O bidestilada esterilizada, num 
volume final de reacção de 50 µL. Após a adição da polimerase de DNA Pfu turbo, a mistura 
de reacção foi desnaturada a 95ºC durante 30 segundos, seguido-se 12 ciclos de 30 
segundos a 95ºC, 60 segundos a 55ºC e 10 minutos a 68ºC. Concluídos os 12 ciclos da 
reacção de mutagénese, a mistura foi mantida a 4ºC. Todas as reacções de PCR foram 
realizadas num termociclador Biometra T3000 (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH). 
 
Tabela 2.1. Alterações introduzidas na sequência de cDNA do gene LDLR e primers 
mutagénicos utilizados para a mutagénese dirigida in vitro por PCR.  
 
  Primer                  Modificação Introduzida   Exão                    Sequência do primer (5’ – 3’) 
                    (Aminoácido/Nucleótido) 
 
AKS1230  G248R    805 G>C     5  TCACATTAACGCAGCGAACTTCATCGCTCAT 
AKS1231       ATGAGCGATGAAGTTCGCTGCGTTAATGTGA 
AKS1232  V408L   1285 G>C     9  TGTCCAGAGCGACCAGGTTCCTCAGGTTGGG 
AKS1233       CCCAACCTGAGGAACCTGGTCGCTCTGGACA 
AKS1234  W469R   1468 T>C    10  GGACAGAGTCGGTCCGGTAGATGTTGCTGTG 
AKS1235       CACAGCAACATCTACCGGACCGACTCTGTCC 
AKS1236  S627P   1942 T>C    13  ACCATATCCTCTGGGGGCAGTAGGTTTTCAGCC 
AKS1237       GGCTGAAAACCTACTGCCCCCAGAGGATATGGT 
AKS1238  P664S   2053 C>T    14  TGGGGGTTGATCTGCGAGGCAGGGAGGCACAGA 
AKS1239       TCTGTGCCTCCCTGCCTCGCAGATCAACCCCCA 
AKS1240  V838M   2575 G>A    18  CAGATGTTCACGCCATGTCATCCTCCAGACT 
AKS1241       AGTCTGGAGGATGACATCGCGTGAACATCTG 
 
Para cada um dos vectores recombinantes estão indicadas as alterações de aminoácidos e dos nucleótidos 
correspondentes na sequência do cDNA do LDLR.  
 
2.1.2 Transformação e purificação de DNA plasmídico 
As diferentes construções foram tratadas com enzima de restrição DpnI (10 U/µL) a 37ºC 
durante 60 minutos, para permitir a digestão de DNA parental (não mutado). 
Da mistura tratada com DpnI, 1 a 5 µL foram utilizados para transformar 40 µL de células 
competentes de E.coli, XL1-Blue supercompetent (Stratagene). Cada reacção de 
transformação foi semeada em placas de meio sólido LB-Agar com 0,1 mg/mL de Ampicilina 
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(Sigma), que foram depois incubadas a 37ºC, durante o período mínimo de 12 horas.  
Para cada uma das construções usadas na transformação foram seleccionados vários 
clones, ressuspendidos em 3 mL de meio LB liquido com Ampicilina a 0,1 mg/mL, em tubos 
Falcon de fundo redondo. Após crescimento, durante aproximadamente 16h a 37ºC com 
agitação constante (220 rpm), recolheram-se as células de cada clone e extraiu-se o DNA 
plasmídico utilizando um kit JETQUICK Plasmid Miniprep (Genomed) de acordo com as 
instruções do fabricante. O DNA plasmídico foi ressuspendido em 75 µL de tampão TE e 
conservado a -20ºC. A concentração de DNA de cada amostra foi determinada por leitura da 
absorvância a 260nm num espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).  
 
2.1.3 Confirmação da presença das mutações no cDNA do LDLR 
A presença das mutações desejadas em cada um dos vectores foi confirmada por um 
dos seguintes métodos: sequenciação directa do cDNA do receptor das LDL contido em 
cada plasmidio (G248R, S627P, P664S, V838M) ou análise de fragmentos de restrição 
enzimática (V408L e W469R), quando a introdução da mutação resulta na 
criação/destruição de um local de restrição específico. 
Para a análise de fragmentos de restrição, as regiões contendo uma dada modificação 
introduzida no cDNA do LDLR foram amplificadas por PCR utilizando os primers descritos 
na Tabela 2.1. Relativamente à construção V408L, 5 µL de produto de amplificação foram 
incubados a 50ºC durante 60 minutos com 1U/µL (concentração final) de enzima de 
restrição Mae II em tampão de reacção apropriado (Roche), num volume total de reacção de 
15 µL. Para a análise da construção W469R, 5 µL de produto de amplificação foram 
incubados a 37ºC durante 60 minutos com 1U/µL (concentração final) de enzima de 
restrição Msp I em tampão SuRe/Cut L (Roche), num volume total de reacção de 15 µL. Os 
produtos de restrição enzimática foram visualizados num gel de agarose NuSieve a 2,5%, 
corado com brometo de etídio. 
A integridade da restante sequência do cDNA do LDLR de todas as construções foi 
confirmada por sequenciação automática, recorrendo a primers localizados ao longo da 
sequência codificante do gene LDLR. 
 
2.2 Cultura celular e transfecção 
 
Células CHO (chinese hamster ovary), sem expressão endógena do gene LDLR (CHO-
ldlA7) (Sege et al, 1986), foram mantidas em crescimento em monocamada a 37ºC, 5%CO2 
em meio completo Ham’s F-12 (Gibco, Invitrogen) suplementado com 10% (v/v) de FBS 
(fetal bovine serum) (Gibco, Invitrogen) e os antibióticos penicilina a 100U/mL e 
estreptomicina a 100 µg/mL (Gibco, Invitrogen). Para a transfecção, 1,5x106 células/placa 
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foram semeadas em placas de 60 mm, permitindo o crescimento até 90-95% de confluência 
em meio Ham’s F-12 suplementado com 10% de FBS e sem antibióticos. As células CHO-
A7 foram transfectadas com DNA plasmídico de cada uma das construções, com o cDNA do 
LDLR wild-type e sem DNA (controlo negativo), utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). 
Para evitar efeitos citotóxicos, 6 µL de Lipofectamina 2000 foram pré-incubados com 150 µL 
de Opti-MEM (Invitrogen) à temperatura ambiente durante 5 minutos e posteriormente 
adicionaram-se 3-5 µg de DNA plasmídico diluído em 150 µL de Opti-MEM. Após 20 minutos 
de incubação, para permitir a formação de complexos Lipofectamina-DNA, cada uma das 
misturas foi adicionada a uma placa de células CHO-A7 confluente em meio sem 
antibióticos. Decorridas 48h de incubação a 37ºC em 5% CO2, iniciou-se a selecção de 
transfectantes estáveis por resistência à geneticina (G418, Sigma-Aldrich), por incubação 
em meio Ham’s F-12 suplementado com 10% FBS e G418 a uma concentração final de 0,8 
mg/mL. Após um período de selecção de aproximadamente 10 dias, permanecem colónias 
de células resistentes, mantidas continuamente em selecção para análise de proteínas e 
ensaios para determinação da actividade do LDLR.  
 
2.3 Análise de proteínas 
2.3.1 Extracção de proteínas 
O extracto celular total de cada linha celular, resultante da transfecção com as 
diferentes construções em estudo, foi obtido a partir de placas de 60 mm de células 
confluentes. As placas foram mantidas em gelo e lavadas duas vezes com PBS (phosphate-
buffered saline) a 4ºC. Após adicionar 1 mL de PBS-EDTA 2mM, as células foram raspadas 
da placa, recolhidas para um microtubo e centrifugadas durante 5 minutos a 2000 rpm numa 
centrífuga refrigerada a 4ºC. O sedimento de células foi ressuspendido em tampão de lise 
[Tris-HCl pH 7, 0,01 M; MgCl2 1 mM; 1 µL/mL mistura de inibidores de proteases (Sigma-
Aldrich); SDS 0,01%] por passagem repetida numa agulha de 23 gauge e centrifugado a 
5000 rpm, 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante, correspondente ao extracto total de proteínas 
celulares foi recolhido para um novo microtubo e conservado a -20ºC.  
 
2.3.2 Quantificação de proteínas 
A concentração do extracto proteico total foi determinada por dois métodos: método 
colorimétrico com uma curva padrão de BSA (bovine serum albumin) (Protein Assay, Bio-
Rad) e por fluorometria com o kit Quant-it Protein assay num fluorómetro Qubit (Molecular 
Probes, Invitrogen).  
 
2.3.3 Análise de proteínas por western blot 
Os extractos proteicos totais foram submetidos a electroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 7% (40 µg de proteína por poço) em condições não redutoras 
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juntamente com um marcador de pesos moleculares (Kaleidoscope Prestained Sandards, 
Bio-Rad) e posteriormente transferidos para uma membrana de nitrocelulose. As 
membranas foram incubadas durante cerca de 16 h a 4ºC em tampão de bloqueamento 
[(10% (p/v) leite magro em PBS-Tween20 0,1% (v/v)] e depois incubadas durante 1h à 
temperatura ambiente com um anticorpo policlonal de coelho anti-LDLR humano (Pab anti-
hLDLR) (Progen Biotechnik) (diluição 1:2000) ou com um anticorpo policlonal de coelho anti-
gama tubulina (1:5000) (Sigma-Aldrich) em tampão de bloqueamento. Após duas lavagens 
de 10 minutos em PBS-T, as membranas foram incubadas durante 1h à temperatura 
ambiente com um anticorpo secundário de cabra anti-IgG de coelho conjugado com HRP 
(horseradish peroxidase) (BD Biosciences). As membranas foram lavadas duas vezes 
durante 10 minutos em PBS-T e subsequentemente o anticorpo ligado foi detectado por 
quimioluminescencia em chapas de raio-X, após incubação com reagente ECL (Amersham 
Biosciences). As bandas correspondentes à forma madura do LDLR foram quantificadas, 
por normalização em relação à intensidade das bandas controlo da gama tubulina, por 
densitometria (Scanner Amersham Biosciences), utilizando o software ImageJ.  
 
2.4 Ligação, internalização e degradação de 125I-LDL 
 
Os ensaios foram realizados de acordo com o descrito anteriormente por Goldstein e 
seus colaboradores (Goldstein et al, 1974). As diferentes linhas celulares foram semeadas 
em placas de 12 poços a uma densidade de 2x105 células/poço. Após um período de 
crescimento de 12h, o meio de crescimento foi removido e as células foram incubadas em 
meio Ham’s F-12 com 10% (v/v) de LPDS (human lipoprotein deficient serum) (Chemicon) e 
esteróis (90 µg/mL de colesterol e 9 µg/mL de 25(OH)-colesterol) contendo G418 a 0,8 
mg/mL ou penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100 µg/mL, dependendo da linha celular. 
Para determinação das taxas de ligação, internalização e degradação de 125I-LDL, as células 
foram incubadas 4h a 37ºC, 5% CO2 em meio Ham’s F12 contendo 5% LPDS e 
concentrações crescentes de 125I-LDL (1,25 µg/mL–40 µg/mL; actividade específica 183 
cmp/ng de proteína). Para determinação da taxa de degradação, ao fim das 4h de 
incubação, foram recolhidos 400 µL de meio aos quais se adicionou BSA (30 mg/mL) e 
precipitou-se com ácido tricloroacético (TCA, 3M) a 4ºC. Após centrifugação a 2000 rpm 
durante 10 minutos a 4ºC, foi retirada do sobrenadante toda a iodina-125 na forma livre, por 
precipitação com nitrato de prata (AgNO3, 0,7M). Após homogeneização e nova 
centrifugação a 2000 rpm durante 10 minutos a 4ºC, 400 µL do sobrenadante, 
representando a fracção de radioactividade  solúvel em TCA (essencialmente iodo-tirosina 
resultante da degradação da apoB marcada das LDL), foram avaliados num sistema 
automático de contagem de cintilações gama. Para determinação da taxa de uptake (ligação 
e internalização) fez-se a determinação de 125I-LDL associado a cada poço de células. 
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Depois de removido o meio, as células foram submetidas a três lavagens rápidas e duas 
lavagens de 10 minutos em 1,5 mL de tampão com NaCl/Tris pH 7,4 e BSA (0,15M NaCl, 
50mM Tris, 2 mg/mL BSA), seguido de uma lavagem em NaCl/Tris pH 7,4 sem albumina. As 
células foram removidas dos poços por dissolução em 1 mL de NaOH 2N e essa solução 
avaliada num sistema automático de contagem de cintilações gama. A ligação específica foi 
determinada subtraindo a quantidade de 125I-LDL ligado na presença de um excesso (20x, 1 
mg/mL) de LDL não marcado à quantidade de 125I-LDL ligada na ausência desse excesso. 
Para cada valor de concentração de 125I-LDL foi feito um duplicado. Os resultados foram 
expressos como percentagem dos valores máximos obtidos em células que expressavam o 
LDLR normal, sendo a média dos valores obtidos em, pelo menos, duas experiências 
independentes, à excepção das linhas celulares transfectadas com as variantes W469R e 
P664S, com as quais apenas foi realizado um ensaio devido a contaminação das placas.  
 
2.5 Imunocitoquímica 
 
Para avaliar os níveis de receptor à superfície, as células foram directamente semeadas 
em lamelas tratadas com poli-L-Lisina (PLL) (Sigma-Aldrich), em caixas de 6 poços a uma 
densidade de 0,2x106 células/poço. Para marcação dos receptores à superfície celular, as 
células foram bloqueadas em PBS-BSA 0,5% (p/v) durante 1h à temperatura ambiente e 5 
minutos a 4ºC e depois lavadas com PBS (três lavagens de 5 minutos). Após incubação 
durante uma 1h a 4ºC com o anticorpo primário monoclonal de rato IgG-C7 anti-LDLR (mAb 
IgG-C7; Progen Biotechnik) a 3mg/L diluído em PBS-BSA a 0,1% (p/v), as células foram 
novamente submetidas a 3 lavagens em PBS e fixadas com formaldeído (Sigma-Aldrich) a 
4% (v/v), durante 10 minutos a 4ºC e 10 minutos à temperatura ambiente. Após 3 lavagens 
com PBS a 4ºC, as células foram incubadas 1h a 4ºC, no escuro, com um anticorpo 
secundário de cabra anti-IgG de rato conjugado com FITC (Dako) diluído 1:20 em PBS-BSA 
a 0,1%. Após três lavagens em PBS a 4ºC as lamelas foram montadas com Vectashield 
(VectorLaboratories), seladas com verniz e conservadas a 4ºC até análise. Os níveis de 
LDLR à superfície celular de cada variante foram expressos como percentagem dos níveis 
máximos presentes nas células transfectadas com o cDNA do LDLR normal, referentes à 
intensidade média de fluorescência obtida em pelo menos cinco células de cada linha 
celular. Para recolha de dados representativos da população celular em cada preparação, 
foram adquiridos vários planos aleatórios de cada amostra (secções ópticas de ~2 µm). As 
imagens de fluorescência foram obtidas com um microscópio confocal (Leica SP-E CLSM) 
com uma intensidade de laser de 15% e a operar a 1024x1024, 400 Hz (~1/2 segundo por 
frame). Foi utilizada uma objectiva x20 Plan Apo (NA= 0.75) (Leica). Para a quantificação, os 
settings de aquisição e offset foram mantidos constantes e a fluorescência foi calculada em 
termos de intensidade média por pixel (escala 0-255 para imagens de 8 bit). 
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3. RESULTADOS 
 
3.1 Casos-índex: caracterização clínica e molecular 
 
Em seis doentes com diagnóstico clínico de FH foram identificadas mutações pontuais 
missense que requeriam uma caracterização mais aprofundada para confirmação da 
patogenicidade, por nunca terem sido descritas anteriormente (W469R, S627P, P663S, 
V838M) ou por não haver uma correlação genótipo-fenótipo, o caso da mutação V408L, 
detectada num indivíduo homozigótico, à qual devia corresponder um fenótipo bastante 
agressivo de hipercolesterolemia e doença cardiovascular. A mutação G248R foi identificada 
em três famílias mas não co-segregava com a hipercolesterolemia numa delas. As 
características clínicas e árvores genealógicas dos doentes portadores das alterações em 
estudo são apresentadas na Tabela 3.1 e Anexo III, respectivamente.  
 
Tabela 3.1 – Características clínicas e bioquímicas dos doentes com as mutações em 
estudo 
 
Caso-índex Idade/Sexo  Mutação 
CT (mg/mL) 
Pre trat     Trat 
DCV Diabetes HT 
História Familiar 
    CT        DCV 
99011 56/M P664S 541 341 não não sim sim sim 
99100 15/F W469R 324 242 não não não sim não 
20055 55/F V408L (hm) n.d. 299 sim não não sim não 
20059 62/F S627P 421 207 não não sim sim sim 
21002 9/F V838M 276 193 não não não sim não 
23002 9/F G248R 242 227 não não não sim não 
 
CT, colesterol total; pre trat, valores de CT antes de tratamento; trat, valores de CT em tratamento; DCV, doença 
cardiovascular; HT, hipertensão arterial; hm, homozigoto; n.d., valores não disponíveis; M, masculino; F, feminino 
 
3.2 Análise da expressão e actividade do LDLR 
 
3.2.1 Construção das variantes do LDLR 
Cada uma das alterações de nucleótidos responsáveis pelas variantes G248R, V408L, 
W469R, S627P, P664S e V838M foi eficientemente introduzida na sequência do cDNA do 
receptor das LDL humano, como confirmado por análise de restrição (apenas para as 
variantes V408L e W469R) (Anexo IV) e/ou sequenciação directa da região contendo a 
mutação. A sequenciação da totalidade do cDNA do LDLR confirmou que nenhuma outra 
alteração havia sido introduzida na sequência codificante do receptor. Relativamente à 
variante V408L, amplificou-se por PCR um fragmento do cDNA do LDLR com ~520pb. 
Quando é introduzida a modificação, desaparece um local de corte da enzima Mae II 
presente no fragmento amplificado. Desta forma, a sequência normal apresenta dois locais 
de corte, gerando dois fragmentos de 250pb e um de 20pb, e a sequências mutada contém 
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apenas um local de corte, gerando um fragmento de 500pb e outro de 20pb. Dos quatro 
clones seleccionados, três continham a mutação pretendida no cDNA do LDLR.  
Relativamente à modificação W469R, verifica-se que no fragmento amplificado por PCR 
é gerado um novo local de corte para a enzima Msp I quando é introduzida esta alteração no 
cDNA do LDLR. Assim, em sequências mutadas, o produto de PCR com cerca de 250pb foi 
cortado e obteve-se um fragmento de 100pb e outro de 150pb. Dos cinco clones analisados, 
três possuíam a modificação pretendida no cDNA do LDLR.    
 
3.2.2 Análise das variantes do LDLR in vitro 
As diferentes variantes do LDLR foram usadas na transfecção de células CHO-A7 e os 
transfectantes estáveis foram seleccionados durante cerca de 10 dias por resistência à 
geneticina em meio de cultura com G418 a 0,8 mg/mL, ao fim dos quais as células não 
transfectadas, sensíveis à geneticina, estavam mortas.  
Células de cada uma das variantes foram colhidas e lisadas para se obter um extracto 
proteico total das células. A concentração de proteína total em cada uma das amostras foi 
determinada por ensaio colorimétrico, baseado numa curva padrão de BSA, ou por um 
método fluorimétrico baseado no reconhecimento específico das proteínas por fluoróforos. 
Os valores obtidos pelos dois métodos e para as várias linhas celulares foram semelhantes.  
A detecção do LDLR foi feita pela técnica de western blot com um anticorpo específico 
para o LDLR humano. A quantidade adequada de extracto celular de cada linha celular foi 
aplicada num gel de forma a conter 40 µg de proteína total por poço. Após separação das 
proteínas, estas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e o anticorpo 
ligado foi detectado por quimioluminescência.  
Todas as linhas celulares, excepto as células CHO-A7 não transfectadas e a variante 
W469R, foram capazes de produzir uma proteína correspondente ao LDLR maduro, que 
migra em SDS-PAGE com um peso molecular aparente de 160 kDa (Figuras 3.2 e 3.3). O 
anticorpo policlonal de coelho anti-LDLR humano parece reconhecer diferencialmente as 
formas madura e precursora do LDLR, consoante a alteração introduzida no cDNA do LDLR, 
pelo que foi também detectada uma banda de peso molecular aparente de 
aproximadamente 120 kDa. As células transfectadas com o LDLR wild-type e as variantes 
G248R e V838M apresentaram níveis idênticos de LDLR maduro, enquanto que para as 
variantes S627P e P664S se verificaram níveis de LDLR maduro detectado mais baixos. As 
variantes V408L e W469R apresentaram uma quantidade significativamente menor de LDLR 
maduro detectável e uma acumulação da forma precursora do receptor. 
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Figura 3.2 - Imunoblotting dos extractos celulares de linhas celulares que expressavam as 
diferentes variantes do receptor das LDL. O peso molecular relativo foi determinado por 
comparação com proteínas padrão (Kaleidoscope Marker, Biorad) analisadas no mesmo gel. 
Poço 1, A7 (células CHO-A7 não transfectadas); poço 2, LDLR (wild-type); poço 3, G248R; 
poço 4, V408L; poço5, W469R; poço6, S627P; poço 7, P664S; poço8, V838M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         Variantes do LDLR 
Figura 3.3 - Quantificação relativa da forma madura do LDLR. Por densitometria foi 
determinada a expressão relativa de LDLR maduro detectado nos extractos totais das linhas 
celulares a expressar o LDLR normal e as diferentes variantes.  
 
3.2.3 Ligação, internalização e degradação de 125I-LDL 
Para comparar a actividade das diferentes variantes do LDLR em células CHO-A7, foi 
determinada a capacidade de uptake (ligação e internalização) e degradação de 125I-LDL a 
37ºC, conforme descrito no capítulo “Métodos”.  
Os gráficos das figuras 3.4 e 3.5 representam a média dos resultados obtidos em dois 
ensaios independentes, excepto para as variantes W469R e P664S. As células CHO-A7 não 
transfectadas apresentaram alguma actividade, com quantidades mínimas de LDL marcado 
associado às células e degradado. Este facto poderá dever-se a uma via alternativa não 
específica de uptake de LDL pelas células. As variantes V408L e W469R do LDLR 
apresentaram uma actividade muito reduzida de uptake e degradação de 125I-LDL, 
equivalente à de células CHO-A7 não transfectadas. As células que expressavam a variante 
S627P mostraram cerca de 34% da actividade normal do receptor para a ligação e 
internalização de LDL marcado e cerca de 40% da actividade normal da taxa de degradação 
do 125I-LDL. As variantes G248R e P664S mostraram reter uma actividade de cerca de 60% 
em relação ao receptor normal para as taxas de ligação e internalização e degradação. As 
células que expressavam a variante V838M mostraram essencialmente a mesma actividade 
do receptor normal, apenas com um ligeiro decréscimo na taxa de degradação. 
   A7     LDLR    G248R  V408L  W469R S627P  P664S  V838M 
Peso molecular aparente: 
 
LDLR maduro (160 kDa)  
 
Precursor do LDLR (120 kDa) 
 
 
γ-Tubulina (48 kDa) 
 
  
29 
LDLR
100
G248R
61,41
V408L
15,27
W469R
1,50
S627P
40,56
P664S
69,84
V838M
92,86
A7
12,93
0
20
40
60
80
100
LDLR
 100
 G248R
 59,88
V408L
13,77
W469R
5,21
S627P
32,45
P664S
57,69
V838M
86,38
A7
8,03
0
20
40
60
80
100
Li
ga
çã
o
+
In
te
rn
al
iza
çã
o
 
de
 
12
5 I-
LD
L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(%
 
do
 
m
áx
im
o
 
o
bt
id
o
 
pe
lo
 
LD
LR
 
w
t)  
 
 
De
gr
ad
aç
ão
 
de
 
12
5 I-
LD
L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(%
 
do
 
m
áx
im
o
 
o
bt
id
o
 
pe
lo
 
LD
LR
 
w
t)  
 
 
De
gr
ad
aç
ão
 
de
 
12
5 I-
LD
L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(%
 
do
 
m
áx
im
o
 
o
bt
id
o
 
pe
lo
 
LD
LR
 
w
t)  
 
 
Li
ga
çã
o
+
In
te
rn
al
iza
çã
o
 
de
 
12
5 I-
LD
L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(%
 
do
 
m
áx
im
o
 
o
bt
id
o
 
pe
lo
 
LD
LR
 
w
t)  
 
 
0
25
50
75
100
0 5 10 15 20 25 30 35 40
LDLR
V838M
G248R
P664S
S627P
V408L
A7
W469R
     Concentração de 125I- LDL (µg de proteína/mL)  
 
0
25
50
75
100
0 5 10 15 20 25 30 35 40
LDLR
V838M
P664S
G248R
S627P
V408L
A7
W469R
    Concentração de 125I-LDL (µg de proteína/mL) 
  
 
A)                     
 
 
 
 
 
 
 
 B) 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4 – Níveis de ligação e internalização (uptake) de 125I-LDL nas várias linhas 
celulares de células CHO-A7 que expressavam as diferentes variantes do LDLR em estudo.  
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5 – Níveis de degradação de 125I-LDL nas várias linhas celulares de células CHO-
A7 que expressavam as diferentes variantes do LDLR em estudo.  
Variantes do LDLR 
Variantes do LDLR 
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3.2.4 Análise do LDLR na superfície celular 
Para determinar os níveis de LDLR na superfície das células CHO-A7 que expressavam 
as diferentes variantes do LDLR ou o receptor normal, as células foram incubadas com um 
anticorpo monoclonal IgG-C7 específico para o LDLR, a 4ºC de forma a manter o receptor 
na superfície celular, e analisadas por microscopia confocal de fluorescência. Este ensaio foi 
utilizado apenas no estudo do LDLR wild-type e as variantes G248R, V408L e W469R, 
devido a perda de expressão das restantes linhas celulares e a limitações temporais.  
Os resultados apresentados no gráfico da Figura 3.6 correspondem aos valores relativos 
de fluorescência associada à membrana, em relação aos níveis máximos obtidos em células 
a expressar o LDLR normal. As células transfectadas com a variante G248R apresentaram 
níveis de expressão semelhantes ao LDLR normal (101,13 ± 16,02%). As células que 
expressavam a variante V408L apresentaram níveis baixos de LDLR à superfície, apenas   
47,32 ± 6,49% da expressão normal do LDLR, confirmando os resultados de western-blot, 
em que a quantidade de receptor maduro detectável era menor. Em células transfectadas 
com a variante W469R, verificou-se uma diminuição da fluorescência associada à 
membrana celular de aproximadamente 90% (expressão relativa de 11,07 ± 5,08%).  
 
               LDLR           G248R          V408L           W469R 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6 – Níveis de LDLR normal e das variantes G248R, V408L e W469R na superfície 
das células CHO-A7, analisada por imunocitoquímica. Os valores indicados no gráfico de 
barras, por baixo de cada variante, correspondem ao valor da intensidade média relativa de 
fluorescência associada à membrana celular, relativamente ao valor máximo obtido em 
células que expressavam o receptor normal. As barras de erro representam o desvio padrão 
(em percentagem) obtido para os valores de intensidade média de fluorescência na 
membrana em cada linha celular, para um número de células n5.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Variantes do LDLR 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 
Apesar de a FH ser uma doença monogénica, a expressão fenotípica em termos de 
severidade e idade do desenvolvimento da aterosclerose e DCV varia consideravelmente. O 
fenótipo pode mesmo variar significativamente entre indivíduos portadores da mesma 
mutação (Leren et al, 1997). Esta variabilidade de fenótipo nos indivíduos com FH torna o 
diagnóstico clínico difícil e ambíguo. Por esta razão, torna-se essencial o estabelecimento 
de um diagnóstico genético capaz de determinar a causa da hipercolesterolemia, que 
possibilite a identificação de familiares afectados, principalmente as crianças nas quais se 
pode prevenir eficazmente o aparecimento da DC prematura se forem aconselhadas e 
tratadas de forma a reduzirem o elevado risco cardiovascular associado à FH.   
A base genética da FH na população Portuguesa é bastante heterogénea, tendo sido 
encontrados vários tipos de mutações dispersas ao longo de todo o gene LDLR (Bourbon et 
al, 2007), à semelhança do que acontece noutros países (Fouchier et al, 2005; Mozas et al, 
2004; Tosi et al, 2007). Esta heterogeneidade de mutações causadoras da doença pode, em 
parte, explicar a variabilidade de fenótipos clínicos apresentados, apesar de os factores 
ambientais como a dieta, tabaco e exercício físico também desempenharem um papel 
significativo na expressão fenotípica da FH (Pimstone et al, 1998).  
Bourbon e colaboradores descreveram em 2007, 23 novas mutações no gene LDLR, 
não descritas anteriormente. Destas, cinco eram mutações pontuais com substituição de um 
único aminoácido (V408L, W469R, S627P, P664S, V838M) cuja patogenicidade devia ser 
testada, para provar que eram estas as mutações causadoras de doença nos indivíduos 
portadores das mesmas. Uma outra mutação, a G248R, já descrita e considerada como 
causadora de doença foi detectada em várias famílias mas não co-segrega com a 
hipercolesterolemia em alguns casos. 
A caracterização funcional para determinação da patogenicidade das variantes do LDLR 
em estudo, baseou-se em dois tipos de ensaio: a medição, em condições específicas, das 
taxas de uptake (ligação e internalização) e degradação de LDL marcado com 125I na porção 
proteica (apoB), e a determinação dos níveis de LDLR maduro à superfície celular, por 
imunocitoquímica com um anticorpo específico para o receptor em condições que permitiam 
apenas a marcação de LDLR à superfície. A informação obtida a partir destes ensaios 
permite inferir sobre o risco cardiovascular de indivíduos afectados com uma determinada 
mutação, prevendo a severidade do fenótipo associado à mesma.  
Neste estudo, foi possivel estabelecer uma relação entre a localização da mutação no 
gene do LDLR e a actividade da proteína, medida como o máximo de uptake  e degradação 
de 125I-LDL, em condições de saturação, em células CHO-A7 transfectadas com as 
diferentes variantes do LDLR em estudo. Estes resultados, quando cruzados com a análise 
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de expressão da forma madura do receptor das LDL por imunofluorescência e por western 
blot, permitiram inferir sobre o efeito de cada uma das mutações no ciclo do LDLR. Taxas de 
uptake de 125I-LDL reduzidas, a 37ºC, significam que uma dada mutação no gene do LDLR 
afecta a ligação do ligando ao receptor ou a sua internalização. Com as taxas de 
degradação é possível determinar se o receptor é capaz de realizar a internalização e 
libertação do ligando nos endossomas. Se, para uma dada mutação, as taxas de uptake e 
degradação forem semelhantes significa que os receptores que conseguem fazer a 
endocitose de LDL marcado (ou seja, o reconhecimento e ligação ao LDL não é afectada) e 
realizam todo o ciclo normalmente, sendo a taxa de uptake limitante da taxa de degradação. 
Se a taxa de degradação diminui, então a mutação em estudo afecta a internalização ou 
dissociação dos complexos LDLR-125I-LDL, e não a ligação do ligando ao receptor.  
Cada uma das variantes estudadas vai ser discutida individualmente, no contexto dos 
resultados obtidos nos ensaios realizados e de acordo com as características clínicas e 
moleculares associadas. 
 
4.1 G248R, exão 5 
Esta mutação já foi descrita como causadora de doença e foi encontrada em três 
famílias Portuguesas com FH, incluindo a família do caso-índex apresentado, mas não co-
segregava numa das famílias. Este facto sugeria que esta alteração não era causadora de 
doença, tratando-se de uma variante rara sem efeito deletério na actividade do LDLR, 
apesar deste corresponder a um aminácido conservado entre espécies e de a natureza da 
alteração de aminoácido ser significativa. Os resultados obtidos nos ensaios de medição de 
uptake e degradação de 125I-LDL mostraram que esta alteração afectava a actividade do 
receptor. Nestes ensaios, a proteína resultante deste alelo mutante apresentou uma redução 
na actividade de uptake e degradação de cerca de 40% em relação ao LDLR normal, 
embora tenha níveis normais de receptor maduro na superfície. Estes resultados parecem 
indicar que a proteína sintetizada a partir deste alelo, apesar de conseguir atingir a forma 
madura e localizar-se na membrana citoplasmática, não consegue fazer o uptake de LDL. 
Uma vez que a alteração se localiza no domínio de ligação ao ligando, deverá ser esse o 
passo do ciclo do receptor que está afectado.  
 
4.2 V408L, exão 9 
Esta mutação foi encontrada em homozigotia numa doente com diagnóstico possível de 
FH. Apesar de estar sujeita a tratamento, esta doente não apresentava o fenótipo severo 
típico associado à forma homozigótica da FH. A mutação V408L foi descrita anteriormente e 
considerada como causadora de doença sem realização de estudos funcionais, por 
comparação com a mutação V408M já descrita e caracterizada (Hobbs et al, 1992; Nissen et 
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al, 1998). Este é um resíduo de aminoácido conservado entre espécies, localizado na região 
espaçadora entre as repetições B e C do domínio de homologia com o precursor do EGF, 
que uma vez alterado se pensa modificar a conformação da proteína. A variante V408M fica 
retida no RE, não atingindo a forma madura na membrana citoplasmática (S.C.Blacklow, 
comunicação pessoal). 
Os ensaios funcionais demonstraram que a proteína com esta alteração retém menos 
de 15% da actividade normal do receptor, confirmando as expectativas teóricas desta ser 
uma alteração patogénica. As células que expressavam o mutante V408L de sintetizavam 
uma quantidade muito menor de LDLR maduro, como se verificou por análise de 
imunofluorescência e western blot. Apesar de haver uma expressão relativa de 47,32% de 
LDLR na superfície destes mutantes, em relação ao LDLR normal, a quantidade da forma 
madura detectada por densitometria das bandas do gel de proteínas foi muito menor (<3%). 
Esta diferença poderá dever-se à sensibilidade destas técnicas a variações nas condições 
de hibridação de anticorpos. Com estes resultados pode afirmar-se que esta alteração é de 
facto patogénica, sendo responsável pela ausência de LDLR na superfície celular, 
provavelmente com acumulação da forma precursora a nível do RE. Para confirmar esta 
hipótese, novos ensaios terão que ser realizados, com marcadores específicos para o RE e 
com marcação intracelular do receptor.  
O facto de a doente portadora desta mutação não apresentar o fenótipo severo 
característico de um homozigoto para a FH e de, através destes resultados, se ter 
comprovado a severidade do efeito da alteração na síntese e função do LDLR, leva a crer 
que existem outros factores desconhecidos (genéticos e ambientais) a modular a expressão 
da doença e o desenvolvimento da aterosclerose e doença cardiovascular neste individuo. A 
hipótese de esta doente possuir também uma mutação no gene do PCSK9 responsável por 
hipocolesterolemia (Cohen et al, 2006) foi excluída no decorrer do EPFH (Bourbon et al, 
2007). 
 
4.3 W469R, exão 10 
Esta mutação, não descrita anteriormente em nenhuma outra população, foi identificada 
numa doente de 15 anos com um fenótipo agressivo de hipercolesterolemia. Esta alteração 
satisfaz os critérios de Cotton (Cotton et al, 1998) para ser uma mutação causadora de 
doença: o resíduo W469 é conservado entre espécies; a alteração co-segrega com a 
hipercolesterolemia na família; esta alteração não foi detectada num grupo de 96 indivíduos 
normalipidémicos; e a substituição de nucleótido leva a uma mudança bastante significativa 
de um aminoácido hidrofóbico aromático (W) para um aminoácido básico polar (R) dentro do 
motivo conservado YWTD do domínio de homologia com o precursor do EGF.  
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Os ensaios funcionais mostraram que esta variante do LDLR retém apenas actividade 
residual, cerca de 5%, sendo as suas taxas de uptake e degradação equivalentes às de 
células CHO-A7 não transfectadas e, portanto, sem expressão endógena do receptor. 
Quando analisada a expressão da forma madura do LDLR por western blot e 
imunocitoquímica verificou-se a ausência de receptor na forma madura na superfície celular. 
Com estes resultados pode afirmar-se que esta alteração é uma mutação causadora de 
doença, sendo responsável pela ausência de LDLR na superfície celular. Para esclarecer 
qual o destino deste mutante do LDLR a nível intracelular, se ocorre acumulação do LDLR 
nos endossomas ou da forma precursora a nível do RE, terão que realizar-se outros ensaios 
com recurso a marcadores dos diferentes organitos e marcação intracelular do LDLR.  
 
4.4 S627P, exão 13 
Esta alteração foi detectada numa doente de 62 anos, com fenótipo muito agressivo de 
hipercolesterolemia e uma história familiar característica de FH, tendo um dos irmãos sofrido 
um enfarte do miocárdio aos 52 anos. A alteração S627P não tinha sido descrita 
anteriormente no gene LDLR e apesar de satisfazer a alguns dos critérios propostos por 
Cotton (Cotton et al, 1998) para ser considerada uma mutação causadora de doença, 
apenas os estudos funcionais podem defini-la como patogénica, já que não foram estudados 
outros membros da família e sem verificar a co-segregação da alteração com a 
hipercolesterolemia esta poderia tratar-se de uma variante rara sem efeito no LDLR.  
Através dos estudos de uptake e degradação de 125I-LDL, esta variante demonstrou ter 
uma actividade reduzida, apenas cerca de 30% da actividade do LDLR normal expresso em 
células CHO-A7. 
Apesar de não terem sido realizados ensaios de imunocitoquímica com este mutante, 
por western blot verificou-se haver uma diminuição nos níveis detectáveis da forma madura 
do LDLR. Sabendo que esta mutação se localiza no domínio de homologia com o precursor 
do EGF, necessário para a ligação ao ligando e para libertação do mesmo a nível dos 
endossomas, poderá haver acumulação do LDLR nos endossomas e conseuquentemente a 
diminuição dos níveis detectáveis da proteína.  
 
4.5 P664S, exão 14 
Esta alteração, não descrita anteriormente, foi identificada num doente de 56 anos com 
um fenótipo muito agressivo de hipercolesterolemia (colesterol total de 540 mg/dL) sem 
doença cardiovascular, mas com história familiar de DCV. Alterações semelhantes, 
envolvendo o resíduo P664 (P664L e P664T), foram já referenciadas e consideradas como 
patogénicas. A mutação P664L foi uma das primeiras mutações descobertas no receptor 
das LDL e foi provado afectar a funcionalidade do LDLR em células de doentes afectados 
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com essa mutação (Soutar et al, 1989). A mudança de aminoácido ocorre no centro da 
repetição C do domínio de homologia com o precursor do EGF, uma região do LDLR 
altamente conservada entre espécies. A alteração P664L provou ser responsável por uma 
maturação mais lenta do receptor e afectar a ligação ao ligando. Uma vez que a alteração 
identificada no doente em estudo se localiza no mesmo codão, apenas diferindo no 
aminoácido que substitui a prolina 664, era de esperar que esta alteração afectasse de 
forma idêntica a função do LDLR.  
Os estudos funcionais mostraram que esta variante retém menos de 60% da actividade 
normal do receptor nas células CHO-A7. Os níveis de LDLR na forma madura detectáveis 
por western blot foram significativamente menores (aproximadamente 20% do LDLR maduro 
detectável em células que expressavam o receptor normal), com acumulação da forma 
precursora, o que parece suportar a teoria de que esta mutação origina um receptor de 
maturação lenta.     
Apesar de reduzir a afinidade do receptor para o ligando e retardar a sua maturação, o 
efeito desta mutação na actividade do receptor não parece justificar a severidade do 
fenótipo apresentado por este doente. Outros factores genéticos e/ou ambientais deverão 
estar, provavelmente, a modular a expressão da doença e sendo necessários outros 
estudos para melhor entender a relação genótipo-fenótipo deste indivíduo.  
 
4.6 V838M, exão 18  
Esta alteração foi identificada numa criança de 9 anos e na sua mãe. Apesar de 
apresentarem níveis elevados de colesterol total e uma história familiar de 
hipercolesterolemia, não exibem um fenótipo muito agressivo, e não há indicação de 
doenças cardiovasculares na família ou ocorrência de xantomas.   
A patogenicidade desta alteração não era clara por tratar-se de uma substituição de 
aminoácidos não muito dramática (são ambos aminoácidos não polares, hidrofóbicos e que 
diferem ligeiramente no peso molecular e estrutura) e por ocorrer no penúltimo resíduo da 
proteína.  
Existem duas mutações, a G823A e a Y828C, localizadas perto da extremidade 
carboxílica da proteína do LDLR que foram estudadas e demonstradas ser essenciais para a 
funcionalidade do receptor. A mutação G823A mostrou afectar o encaminhamento do LDLR 
para a superfície apical em células MDCK e células hepáticas, resultando em baixos níveis 
de endocitose de LDL (Koivisto et al, 2001). A mutação Y828C mostrou produzir uma 
proteína incapaz de se colocalizar com a claterina a nível da membrana, sendo por isso 
incapaz de fazer a correcta endocitose e internalização de LDL associado ao receptor 
(Ranheim et al, 2006). Porém, em estudos realizados com ratinhos transgénicos, a deleção 
da porção C-terminal do LDLR, a partir do resíduo 829, mostrou não afectar a correcta 
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localização do LDLR na superfície basolateral dos hepatócitos nem a funcionalidade da 
proteína (Yokode et al, 1992). Estes resultados sugerem que a substituição de aminoácidos 
poderá ter um efeito diferente da sua deleção e por isso não excluem a hipótese da 
alteração V838M ser patogénica.  
Os estudos funcionais mostraram haver apenas uma ligeira redução na actividade do 
LDLR, de cerca de 15% na taxa de uptake e apenas 10% para a taxa de degradação de 
LDL marcado relativamente ao LDLR normal. Os níveis de expressão da forma madura de 
LDLR também eram normais. Pela análise destes resultados poderia excluir-se a hipótese 
de esta ser uma alteração patogénica. Porém, como os ensaios foram realizados num 
sistema-modelo com recurso a células sem polarização e portanto não se pode excluir por 
completo a hipótese desta alteração levar ao incorrecto posicionamento do LDLR na 
superfície basolateral dos hepatócitos in vivo.  
Um ponto crítico da quantificação da actividade do LDLR in vitro, é a questão de que 
modelo celular utilizar, de forma a obter resultados mais fiáveis e próximos da realidade dos 
processos que ocorrem no fígado. As células CHO-A7 já demonstrarm ser um modelo 
heterólogo bastante fiável, obtendo-se resultados reprodutíveis (Eden et al, 2002; Ranheim 
et al, 2006; Zhang et al, 2007). Ainda assim, verificam-se algumas limitações nestes 
estudos, obtendo-se valores de actividade do LDLR ligeiramente diferentes dos obtidos em 
estudos realizados em linhas celulares humanas primárias. As duas possibilidades para 
essas discrepâncias são, segundo Davis (Davis et al, 1986): 1) as células de hamster 
poderão ter uma maior taxa de incorporação não específica do LDLR em vesículas de 
claterina comparativamente aos fibroblastos humanos e 2) as células transfectadas poderão 
internalizar receptores mais rapidamente que os fibroblastos humanos, através de vias 
independentes das vesículas de claterina. Apesar de ter em conta esta internalização não 
específica, a fluorescência medida nos ensaios realizados refere-se especificamente ao 
reconhecimento e ligação dos receptores à superfície celular.  
Os estudos funcionais permitem uma caracterização mais detalhada e precisa da causa 
genética da FH, sendo essenciais em casos de diagnóstico incerto de FH e possibilitam a 
avaliação da patogenicidade de mutações missense e a determinação da severidade do 
efeito das mesmas na expressão/função do receptor das LDL. Este conhecimento permite 
fazer a estratificação dos doentes de acordo com a severidade do fenótipo e 
consequentemente com o seu risco cardiovascular, proporcionando um acompanhamento 
clínico e terapêutico mais eficiente. De um ponto de vista prático, a identificação precoce 
destes doentes com FH, seguida de pesquisa da mutação nos seus familiares (cascade 
screening) devia ser uma prioridade, por ser uma forma efectiva de diagnóstico que mais 
benificiaria este grupo de elevado risco cardiovascular. 
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 ANEXO I -  Classificação e características das lipoproteínas presentes no plasma sanguíneo.  
 
 
 
 
 Quilomicras VLDL IDL LDL HDL Lp(a) 
Densidade 
(g/mL) 0,93 0,93 – 1,006 1,006 – 1,019 1,019 – 1,063 1,063 – 1.210 1,040 – 1,130 
Peso Molecular 
(Dalton) 50 – 1000x10
6
 10 - 80 x106 5 - 10 x106 2,3 x106 1,75-3,6 x105 ~2,8 x106 
Diâmetro (nm) 75 - 1200 30 - 80 25 - 35 18 - 25 5 - 12 25 – 30 
Rácio 
Lípidos:Proteína 99:1 90:10 85:15 80:20 50:50 75:25 – 64:36 
Principais 
Lípidos TG exógenos 
TG 
endógenos 
TG endógenos, 
Ésteres de 
colesterol 
Ésteres de 
colesterol Fosfolípidos 
Ésteres de 
colesterol, 
Fosfolípidos 
Principais 
Apolipoproteínas 
A-I, A-II, B-48, 
C-I, C-II, C-III, E 
B-100, C-I,    
C-II, C-III, E B-100, C-III, E B-100 
A-I, A-II, C-I, C-II, 
C-III, D, E (a), B-100 
Principais fontes Intestino Fígado 
Catabolismo de 
VLDL e 
Quilomicras 
Catabolismo 
de VLDL 
Catabolismo de 
VLDL, 
Quilomicras, 
Intestino, Fígado 
Fígado 
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ANEXO II – Critérios para diagnóstico clínico de FH em Portugal, adaptados do “Simon Broome Heart 
Research Study”. 
 
 
Critérios para diagnóstico: 
 
Hipercolesterolemia familiar confirmada é definida como: 
(a) Crianças menores de 16 anos: Colesterol total acima de 200 mg/dL (5,18 
mmol/L) ou LDL colesterol acima de 120 mg/dL (3.10 mmol/L)  
Adultos: Colesterol total acima de 290 mg/dL (7,5 mmol/L) ou LDL colesterol 
acima de 190mg/dL (4.9 mmol/L)  
e 
   (b) Xantomas nos tendões no caso-index ou parente (pais, filhos avós, irmãos, tios) 
ou 
   (c) Evidência genética de mutação no receptor de LDL ou APOB 
 
Hipercolesterolemia familiar possível é definida como: 
(a) 
e 
(d) História familiar de enfarte do miocárdio antes dos 50 anos em avós e tios ou antes 
dos 60 anos nos pais, irmãos e filhos 
ou 
(e) História familiar de nível elevado de colesterol nos pais, irmãos ou filhos; ou 
colesterol total acima de 290 mg/dL (7,5 mmol/L) nos avós e/ou tios. 
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I:1 I:2
?
II:1 II:2
?
II:3
20055
TC=299 mg/dL 
(in treat)
55
CT=299 mg/dL 
(em trat) 
N
I:1
N
I:2
N
II:1
N
II:2
N
II:3
N
II:4II:5
III:1
I:3
N
I:4
II:6
III:2
23004 
CT=268 
mg/dL 
23003 
CT=207 
mg/dL 
32 33 
23002 
CT=242 
mg/dL 
9 
25064 
CT=202 
mg/dL  
9 
24030 
CT=277 
mg/dL 
36 
24029 
CT=214 
mg/dL 
32 
23006 
CT=270 
mg/dL  
28 
24017 
CT=214 
mg/dL 
23005 
CT=225 
mg/dL 
61 56 
23008 
CT=237 
mg/dL 
23007 
CT=235 
mg/dL 
61 59 
ANEXO III – Árvores genealógicas das famílias portadoras das mutações em estudo. O caso-índex 
está assinalado com uma seta. CT, valores de colesterol total antes de tratamento (se disponíveis); 
EM, enfarte do miocárdio. 
 
 
A) Mutação G248R      B)Mutação V408L   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C) Mutação W469R      D) Mutação S627P   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E) Mutação P664S     F) Mutação V838M   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
I:1 I:2
II:1 II:2II:3
III:1 III:2
6266
38 33
81
52
MI 80
MI 5220059
TC=421 mg/dL
EM 80 anos  
EM  anos  
CT=421 
mg/dL  
I:1
N
I:2
II:1
N
II:2
III:1
21002
CT =276 mg/dL
21004
T C=229 mg/d L     
(pres)
21005
T C=249 mg/dL  
(pres)
21003
T C=267 mg/dL  
(pres)
2934
60
9
CT=249 
mg/dL  
CT=229 
mg/dL  
CT=267 
mg/dL  
CT=276 
mg/dL  
I:1I:2
II:1 II:2 II:3 II:4II:5
III:1 III:2
99011
TC=540 mg/dL
† 74
† 57 Stroke
82
25
59 56
32
50
?
? 
?
?
T=421 
mg/dL  
†AVC 57 anos  
I:1 I:2
II:1 II:2II:3
III:1
N
III:2
II:4
III:3
99101
TC=320 mg/dL
99102
TC=235 mg/dL
99100
TC=324 mg/dL
99103
TC=178 mg/dL
99105
TC=303 mg/dL
99104
TC=379 mg/dL
43 42 32
15 12 9
CT=320 
mg/dL  
CT=235 
mg/dL  
CT=379 
mg/dL  
CT=324 
mg/dL  
CT=178 
mg/dL  
CT=303 
mg/dL  
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ANEXO IV – Análise de restrição do cDNA do LDLR para variantes V408L (A) e W469R (B) com as 
correspondentes sequências adjacentes aos locais de corte das enzimas utilizadas. O tamanho dos 
fragmentos é indicado, estimado a partir do marcador corrido no mesmo gel. 
 
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
